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Beschreibung 



Polyzyklische Makrolactone 



Die Erfindung betrifft neue Substanzen, Verfahren zu deren Herstellung, 
Verwendung dieser Substanzen und pharmazeutische Zusammenset- 
zungen. 




10 Infektionskrankheiten stellen nach wie vor weltweit ein sehr grofies me- 
dizinisches Problem dar. Von besonderer Bedeutung sind hierbei die 
zunehmend auftretenden Resistenzen von Erregern, insbesondere bei 
bakteriellen Erregern, wodtirch diese Erreger auf die derzeit verfugbaren 
Medikamente nicht mehr reagieren. Zunehmend treten auch Bakterien 
15 auf, die gegen eine ganze Bandbreite von Wirkstoffen resistent sind, 
man spricht hier von rnuitiresisienien Erregern. Vieie der pathogenen 
multiresistenten Gram-positiven Bakterien, wie z. B. die multiresistenten 
und Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Stamme (MRSA) sind 
derzeit nur noch mit Glycopeptid-Antibiotika vom Vancomycin/Teico- 
20 planin-Typ therapierbar. Es ist nur eine Frage der Zeit, bis vermehrt mul- 
tiresistente, einschliefilich Vancomycin-resistente Staphylococcus au- 
reus-Stamme im Klinikbereich auftreten werden. Derart super-multire- 
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sistente StSmme wurden bereits vereinzelt diagnostiziert und bedeuten 
fur den infizierten Patienten den Tod, da sie nicht therapierbar sind. 

Die Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, neue Substanzen bereitzu- 
5 stellen, die als Wirkstoffe zur Bekampfung von Erregern, insbesondere 
von bakteriellen Erregern, geeignet sind und so als neue Antibiotika ein- 
gesetzt werden kOnnen. Solche neuen Substanzen sollen als Leitstruk- 
turen dienen konnen, um daraus weitere wirksame Substanzen entwik- 
keln zu kftnnen. 

10 

Diese Aufgabe wird gelSst durch eine Substanz, wie sie in den Anspru- 
chen 1, 5, 9, 10 und 11 beschrieben ist. Die Anspruche 12 und 13 be- 
fassen sich mit entsprechenden pharmazeutischen Zusammensetzun- 
gen. Die Anspruche 14 bis 17 sowie der Anspruch 21 betreffen entspre- 

15 chende Verwendungen der erfindungsgemafien Substanzen bzw. ein 
Verfahren zur Bekampfung von Mikroorganismen. Die Anspruche 22 
und 24 richten sich auf einen Mikroorganismus, die AnsprQche 25 und 
26 beschreiben geeignete Verfahren zur Herstellung der Substanzen. In 
den verschiedenen abhangigen Anspruchen werden bevorzugte Ausfuh- 

20 rungsformen dieser Gegenstande beschrieben. Der Wortlaut samtlicher 
Anspruche wird hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt der Beschreibung 
gemacht. 

Die erfindungsgemafle Substanz ist dadurch gekennzeichnet, dafi es 
25 sich dabei um ein polyzyklisches Makrolacton handelt, welches von ei- 
nem Vertreter der Bakteriengattung Verrucosispora hersteiibar ist. Diese 
Substanz wird vorteilhafterweise von dem Bakterium sekretiert, d. h., 
dafi sie bei einer Kultivierung des Bakteriums in den Kulturuberstand 
abgegeben wird. Besonders bevorzugt ist es, wenn diese Substanz 
30 pharmakologische Wirkung und insbesondere antibiotische Wirkung 
entwickelt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist die erfindungs- 
gemafie Substanz diese antibiotische Wirkung vor allem gegenuber 
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Gram-positiven Bakterien auf. In einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
rungsform zeigt die erfindungsgemSlie Substanz cytotoxische Wirkung. 

Die Erfinder konnten bevorzugte Ausfuhrungsformen dieser erfindungs- 
5 gemafien Substanz durch die Isolierung und Charakterisierung eines 
neuen Bakterienstammes aus der Gattung Verrucosispora gewinnen. 
Dieser Stamm, der im fotgenden als AB 18-032 bezeichnet wird, wurde 
aus einem Meeressediment isoliert, das aus 1000 m Tiefe in der Sag- 
ami-Bay in der japanischen See gesammelt wurde. Der Stamm wurde 
10 bei der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSMZ) unter der DSM Nr. 15899 hinterlegt. Besonders bevor- 

• zugt ist es daher, daft die erfindungsgemafien Substanzen von dem 
Bakterienstamm AB 18-032 herstellbar sind. 

15 Der Bakterienstamm AB 18-032 hat die folgenden beschrieben morpho- 
logischen Charakteristika. Der Stamm wachst als OberflSchenkultur auf 
standardmafiigen Komplexagarmedien, wie z. B. ISP-2 Komplexmedium 
(0,4 % Hefeextrakt, 1 % Malzextrakt, 0,4 % Glukose, 1,5 % Agar) als 
orange-rote Kolonien, die sich nach ca. zweiwochiger Inkubation bei 27 

20 °C aufgrund der Sporulation schwarz verfarben. Fig. 1 zeigt eine raster- 
elektronenmikroskopische Aufnahme des sporulierten Substratmyzels. 
Die chemotaxonomischen Eigenschaften des Stammes AB 18-032 sind 
in derTabelle 1 zusammengefa(it. 

25 Tabelle 1: Chemotaxonomische Charakterisierung des Stammes AB 18- 

032 



30 
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Peptidoglucan 


meso-Diaminopimelinsaure, der Acyltyp der Mura- 
minsaure ist Glycolyl-(A1 /) 


Gesamtzellzucker 


Xylose 
Mannose 


Isoprenoidchinone 


MK9 (H 4 ) als vorwiegendes Menachinon 


Polare Lipide 


Type II (Anwesenheit von Diphosphattdylethanola- 
min) 



Fur eine prazise phylogenetische Zuordnung wurde die komplette Nu- 
kleinsauresequenz des Gens fur die 16S ribosomale RNA durch direkte 
5 Sequenzierung der PCR-ampIifizierten 16S rDNA bestimmt [Chun, J. & 
M. Goodfellow (1995), Int. J. Syst. Bacteriol. 45: 240-245; Kim, S. B., C. 
Falkoner, S. T. Williams & M. Goodfellow (1998), J. Syst. Bacteriol. 48: 
59-88]. Danach erfolgte der Vergleich der Sequenzdaten mit den be- 
kannten Sequenzen von Vertretern der Unterordnung Micromonospori- 

10 neae. Die hochste Obereinstimmung der Sequenz von AB 18-032 wurde 
zu Verrucosispora gifhornensis mit 99,65 % gefunden. In Fig. 2 ist die 
Sequenz des Gens fur die 16S rRNA von AB 18-032 dargestellt (SEQ ID 
No. 1). Aus dem Vergleich der Sequenzdaten fur den Stamm AB 18-032 
mit den bekannten Sequenzen der 16S rRNA von Vertretern der Unter- 

15 ordnung Micrornonosporineae ergab sich die Position des Stammes die- 
ser Erfindung auf dem phylogenetischen Stammbaum der Micromo- 
nosporineae, welcher in Fig. 3 dargestellt ist. Aufgrund der phylogeneti- 
schen Analyse der 16S rRNA sowie der oben beschriebenen morpholo- 
gischen und chemotaxonomischen Eigenschaften konnte der Stamm AB 

20 18-032 zu der seltenen Actinomyceten-Gattung Verrucosispora zuge- 
ordnet werden. Dieser Stamm ist der erste marine Vertreter dieser Gat- 
tung und ist die zweite bislang in der Literatur beschriebene Art dieser 
Gattung. 
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Zur weiteren Charakterisierung des neuen Stammes AB 18-032 wurden 
seine phanotypischen Eigenschaften im Vergleich mit dem bekannten 
Stamm Verrucosispora gifhornensis [DSM 44337; Rheims, H., P. Schu- 
mann, M. Rohde & E. Stackebrandt (1998), Int. J. Syst. BacterioL 48: 
1119-1127] untersucht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 zusam- 
mengefafit. 

Tabelle 2: Phanotypische Eigenschaften des Stammes AB 18-032 und 

seines nachsten phylogenetischen Verwanden Verrucosispo- 
ra gifhornensis DSM 44337 



Verrucosispora gif- 
hornensis 1 DSM 
44337 



Stamm AB 18-032 



Kohlenstoffverwertung 

D(+)Xylose 

D(-)Ribose 

D-Fructose 

D(+)Glucose 

D(+)GaIactose 

D-Mannose 

Maltose 

Saccharose 

D(+)a-Trehalose 

L(+)Arabinose 

L(-)Rhamnose 

L(-)Sorbose 

a-Lactose 

cr-Melibiose 

D(+)MeIezitose 

D(+)Raffinose 

Glycerin 



++ 



+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 



+ + 
+ + 



+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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Dulcitol - + 

meso-\nos\t - + 

D-Sorbit - + 

D-Mannit - + 

Salicin + + 

Stickstoff verwertu ng : 

DL-Serin + + + 

L-Asparaginsaure + + 

L-Glutaminsaure + + + 

L-Histidin + + 

L-Arginin + + + 

L-Alanin + + + 

L-Valin ± + + 

L-Methionin - + + 

L-Phenylalanin + + + 

L-Tryptophan - + + 

Casein p p 

Cellullose-Abbau n n 

Gelatine-Verflussigung p nb 

Bildung von Nitrat aus Ni- n n 
trit 

Starkehydrolyse p p 



1 Daten von Rheims et a/. (1998) 

+ +, gute Verwertung; +, normale Verwertung; +, schlechte Verwertung; 
keine Verwertung; p, positiv; n, negativ; nb, nicht bestimmt 

Dieser erstmals von den Erfindern isolierte und charakterisierte Vertreter 
der Gattung Verrucosispora produziert verschiedene Substanzen, die 
vorteilhafterweise pharmakologische Wirkung entfalten. Diese Substan- 
zen werden im folgenden unter der Bezeichnung Abyssomicine zusam- 
mengefaBt. 



4 i 
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In einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erfindung sind die erfin 
dungsgemafien Substanzen durch die allgemeine Formel I 



) 



10 





15 




gekennzeichnet. Hierbei bezeichnet 

X: C=0 oder 
C-OH 



20 



Y: 



OH 



C oder 
O— 

c=o 



) 




25 



30 



Z: C=N- 
CH 
CH, 



oder 
oder 



Die punktierten Linien deuten Bindungen an, die vorhanden sein kon- 
nen. Die Ziffern bezeichnen die Numerierung der Kohlenstoffatome im 
GerOst, die fur die Zuordnung der 1 H und 13 C chemischen Verschiebun- 
gen der NMR-Analytik verwendet wurde. Die Formel I steht reprSsentativ 
fur alle denkbaren relativen Konfigurationen und umfafct alle moglichen 
Stereoisomere. 



P 43 326 DE1 



-8- 



Diese allgemeine Formel umfafit verschiedene Substanzen, also poly- 
zyklische Makrolactone, die mit besonderen Vorteil als Wirkstoff gegen 
Mikroorganismen, insbesondere gegen Bakterien und/oder Protozoen, 
eingesetzt werden konnen. Die Struktur dieser Substanzen, also der 
5 Abyssomicine, stellt eine neue Leitstruktur dar, anhand welcher die Ent- 
wicklung neuer antibiotisch wirksamer Substanzen vorgenommen wer- 
den kann. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemafcen Substanzen 
10 ist durch die folgende Formel II 



darstellbar. Diese Formel sowie auch al|e anderen hier aufgefOhrten 
20 Formeln stehen stellvertretend fur alle moglichen relativen Konfiguratio- 
nen, beispielsweise auch for die spiegelbildliche Formel lla. 



15 



(II) 




OH 



25 (lla) 



HO 




HO 



30 Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform lalit sich mit der Formel IV 




beschreiben, die ebenfalls alle moglichen Konfigurationen umfaftt. 

10 

Eine ganz besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsge- 
maften Substanzen ist durch die Formel III 




mit jeweils alien moglichen relativen Konfigurationen gekennzeichnet 
Insbesondere diese AusfQhrungsform ist durch besonders vorteilhafte 
H antibiotische Eigenschaften gekennzeichnet, die sich insbesondere ge- 
25 genuber Gram-positiven Bakterien auswirken. Die Substanz gemSft 
Formel II wird Im folgenden als Abyssomicin B, die Substanz gemali 
Formel III als Abyssomicin C und die Substanz gemafc Formel IV als 
Abyssomicin D bezeichnet. 

30 Die Erfindung umfafit weiterhin Substanzen, die dadurch gekennzeich- 
net sind, daft sie die Biosynthese der para-Aminobenzoesaure (pABA) 
hemmen. Insbesondere hemmen diese erfindungsgemaften Substanzen 
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die Synthese der para-Aminobenzoesaure aus ChorisminsSure. Zur Ver- 
anschaulichung ist der Biosyntheseweg der para-Aminobenzoesaure 
aus Chorisminsaure auf der linken Seite der Fig. 4 dargestellt. Die para- 
Aminobenzoesaure ist ein essentieller Baustein der Folsaurebiosynthe- 
5 se, die auf der rechten Seite der Fig. 4 dargestellt ist. Die erfindungsge- 
mafien Substanzen hemmen also letztendlich die Folsauresynthese. 
Hierbei handelt es sich um ein lebensnotwendiges Vitamin von Mikroor- 
ganismen, insbesondere von Prokaryonten und Protozoen, so dafi durch 
die erfindungsgemafien Substanzen deren Stoffwechsel derart beein- 

10 trSchtigt wird, dafi die entsprechenden Mikroorganismen mit den erfin- 
dungsgemafien Substanzen bekampft werden konnen. Der besondere 
Vorteil dieses Angriffspunkts der erfindungsgemafien Substanzen ist, 
dafi Saugetiere und insbesondere der Mensch diesen Biosyntheseweg 
der Folsaure nicht besitzen, so da(i vor allem Saugetier-Zellen von den 

15 erfindungsgemafien Substanzen nicht negativ beeinflufit werden. Folg- 
lich konnen die erfindungsgemafien Substanzen beispielsweise bei der 
Behandlung von Krankheiten, insbesondere von Infektionskrankheiten, 
im Menschen Oder im Tier eingesetzt werden, ohne weitergehende Ne- 
benwirkungen zu entfalten. In einer besonders bevorzugten Ausfuh- 

20 rungsform dieser Substanzen weisen diese Substanzen Merkmale ge- 
mafi der obigen Beschreibung auf: 

Weiterhin urnfafJt die Erfindung polyzyklische Makrolactone als Sub- 
stanzen, die als Teilstrukturen mindestens ein Oxabicyclo-System und 

25 mindestens ein Michael-System als Doppelbindungssystem aufweisen. 
Bei dem Michael-System handelt es sich vorzugsweise um eine trans- 
Doppelbindung, die sich in Konjugation mit einem Keton befindet. Be- 
sonders bevorzugt ist es, wenn sich dieses Michael-System beispiels- 
weise an den Positionen C7 bis C9 eines Ringsystems gemafi der all- 

30 gemeinen Formel I befindet. Versuche der Erfinder haben gezeigt, daft 
ein solches Michael-System vorteilhafterweise direkt an dem Wirkungs- 
mechanismus der erfindungsgemafien Substanzen beteiligt sein kann, 
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indem es beispielsweise mit nukleophilen Aminosaureseitenketten vor- 
teilhafterweise irreversibel wechselwirkt. Das erfindungsgemafi in den 
polyzyklischen Makrolactonen enthaltende Oxabicyclo-System weist 
Ahnliehkeiten mit der Losungskonformation von Chorismat auf. Die ent- 
sprechenden Konformationen von Chorismat sind zur Erlauterung in Fig. 
7 A dargestellt. Die erfindungsgemafien Substanzen konnen daher in 
gewisser Weise das Substrat Chorismat nachahmen, so dafi sich hier- 
durch die besondere Wirkung der erfindungsgemafien Substanzen er- 
klaren laftt. Dieses Oxabicyclo-System kann beispielsweise so ausge- 
staltet sein, wie es sich aus den Formeln I bis IV ergibt. Besonders be- 
vorzugt ist es, wenn sich ein solches Bicyclo-System in der Nahe des 
beschriebenen Michael-Systems befindet. Eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsform einer solchen Substanz, die ein Michael-System und ein Oxa- 
bicyclo-System aufweist, ISfit sich beispielsweise durch die Formel III 
beschreiben. 

Weiterhin ist es bevorzugt, wenn die Position C12 in den beispielhaften 
Substanzen gemafc den Formeln I bis IV eine (R)-Konfiguration zeigt. 
Zur Erlauterung wird auf die Fig. 7 B verwiesen, welche Beispiele fur die 
erfindungsgemaften Substanzen in entsprechender Konfiguration zeigt, 
wobei die hier gezeigten Formeln von links nach rechts den Formeln II, 
III und IV entsprechen. 

Weiterhin umfafit die Erfindung Substanzen, die dadurch gekennzeich- 
net sind, dafi es sich dabei um Derivate der oben beschriebenen poly- 
zyklischen Makrolactone handelt. Bei diesen Substanzen kann es sich 
um naturlich vorkommende Substanzen handeln. Andererseits werden 
hiervon auch Substanzen umfalit, die zumindest zum Teil synthetisch 
oder auch mit anderen Mitteln hergestellt sind und beispielsweise von 
naturlich vorkommenden Substanzen abgeleitet sein konnen. So konnen 
beispielsweise die oben beschriebenen Substanzen als Leitstrukturen 
verwendet werden, um entsprechend geeignete Substanzen, die mogli- 
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cherweise gegenCiber den Ausgangssubstanzen weitere Vorteile aufwei- 
sen, zu entwerfen und herzustellen. Hierbei kann es sich vorteilhafter- 
weise um antibiotisch wirksame Substanzen handeln, die ahnliche oder 
verbesserte antibiotische Wirksamkeit wie die Ausgangssubstanz ha- 
5 ben, die aber beispielsweise bezuglich Nebenwirkungen in einem Orga- 
nismus oder Bioverfugbarkeit in einem Organismus bessere Eigenschaf- 
ten aufweisen als die Ausgangssubstanzen. BezQglich weiterer Merkma- 
le dieser erfindungsgema&en Substanzen wird auf die obige Beschrei- 
bung verwiesen. 

10 

In einem weiteren Aspekt umfafit die Erfindung pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen, welche mindestens eine Substanz gemafi der obi- 
gen Beschreibung und mindestens einen pharmazeutisch akzeptablen 
Trager aufweisen. Insbesondere umfafit die Erfindung pharmazeutische 

15 Zusammensetzungen, welche neben mindestens einem pharmazeutisch 
akzeptablen Trager mindestens eine Substanz aufweisen, welche die 
Biosynthese der para-Aminobenzoesaure hemmt, und insbesondere die 
Synthese der para-Aminobenzoesaure aus Chorisminsaure hemmt. Mit 
diesen pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen vorteilhafterwei- 

20 se Mikroorganismen und insbesondere Bakterien und/oder Protozoen 
bekampft werden. 

Besonders vorteilhaft sind diese pharmazeutischen Zusammensetzun- 
gen fur die Behandlung von Infektionskrankheiten verwendbar, welche 

25 durch Bakterien verursacht sind oder zumindest durch Bakterien beein- 
fluBt werden. Ganz besonders bevorzugt ist es, wenn diese pharmazeu- 
tischen Zusammensetzungen zur Bekampfung von Gram-positiven Bak- 
terien eingesetzt werden. Weiterhin eignen sich die pharmazeutischen 
Zusammensetzungen auch zur Behandlung von Infektionskrankheiten, 

30 die durch andere Mikroorganismen, wie beispielsweise Protozoen, ver- 
ursacht oder zumindest beeinfludt werden. Beispiele fur infektiose Pro- 
tozoen, die mit den erfindungsgemafcen Substanzen bekampft werden 
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konnen, sind Plasmodien, Leishmanien und Trypanosomen, welche fur 
tropische Infektionskrankheiten (Malaria, Leishmaniose, Afrikanische 
Schlafkrankheit, Chagas-Krankheit) verantwortlich sind. Die besonders 
vorteilhafte Wirkung dieser pharmazeutischen Zusammensetzungen 
5 bzw. der entsprechenden Substanzen beruht vor allem darauf, dafi 
durch diese Substanzen die Biosynthese der Folsaure letztendlich ge- 
hemmt wird. Dieser Stoffwechselweg ist nur in den zu bekampfenden 
Mikroorganismen, insbesondere Bakterien und/oder Protozoen, und 
nicht in Tieren oder Menschen vorhanden, welche mit diesen Zusam- 
10 mensetzungen behandelt werden konnen. Besonders vorteilhaft konnen 
hiermit klinisch-pathogene Mikroorganismen bekampft werden, insbe- 

• sondere pathogene multiresistente Bakterien, die auf herkommliche An- 
tibiotika nicht mehr ansprechen. Mit sehr grofiem Vorteil sind die phar- 
mazeutischen Zusammensetzungen zur Behandlung von Infektions- 
15 krankheiten geeignet, die durch Gram-positive Bakterien zumindest mit- 
beeinflufit werden. Beispielsweise sind mit den erfindungsgemafJen 
pharmazeutischen Zusammensetzungen multiresistente und insbeson- 
dere Methicillin-resistente Staphylococcus at/rei/s-Stamme (MRSA) be- 
kampfbar. Es konnen beispielsweise auch Infektionskrankheiten behan- 
20 delt werden, bei welchen Staphylococcus aureus-Stamme beteiligt sind, 
die neben verschiedenen anderen Resistenzen auch gegen Vancomycin 
resistent sind. Resistenzen gegenuber Vancomycin sind bereits ver- 

• schiedentlich diagnostiziert worden. Eine Behandlung mit den erfin- 
dungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzungen kann insbe- 
25 sondere in einem solchen Fall den Patienten vor dem Tod bewahren, da 
es ansonsten keine Therapiemoglichkeit fur derartige super-multire- 
sistente Stamme gibt Selbstverstandlich konnen die pharmazeutischen 
Zusammensetzungen auch fur die Bekampfung von pathogenen Mikro- 
organismen eingesetzt werden, die keine oder nur wenige Resistenzen 
30 gegenQber herkommlichen Antibiotika entwickelt haben. 



P43 326DE1 -14- 

Die Erfindung umfafit auch die Verwendung der oben beschriebenen 
Substartzen zur Behandlung von Infektionskrankheiten, die durch Bakte- 
rien und/oder Protozoen zumindest rnitbeeinfludt sind. Weiterhin umfaRt 
die Erfindung eine Verwendung der erfindungsgemafcen Substanzen zur 
5 Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Infektionskrankhei- 
ten, die durch Bakterien und/oder Protozoen zumindest mitbeeinflufit 
sind. Die Erfindung umfafit auderdem die Verwendung von Substanzen 
zur Behandlung der genannten Infektionskrankheiten, wobei die Sub- 
stanzen die Synthese der para-Aminobenzoesaure hemmen und insbe- 

10 sondere die Synthese der para-Aminobenzoesaure aus ChorisminsSure 
hemmen. Die Verwendung entsprechender Substanzen zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung von Infektionskrankheiten, die von 
Bakterien und/oder Protozoen zumindest mitbeeinflufit sind, wird eben- 
falls umfaRt Ferner umfafct die Erfindung ein Verfahren zur Behandlung 

15 von Infektionskrankheiten, welche durch Bakterien und/oder Protozoen 
zumindest mitbeeinflufit sind, wobei mindestens eine Substanz im Form 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung gemafi der obigen Be- 
schreibung verabreicht wird. Bezuglich weiterer Merkmale dieser ver- 
schiedenen Verwendungen und Verfahren wird auf die obige Beschrei- 

20 bung verwiesen. 

Weiterhin umfafit die Erfindung ein Verfahren zur Bekampfung von Mi- 
kroorganismen, insbesondere von Bakterien und/oder Protozoen, wobei 
mindestens eine der erfindungsgemalien Substanzen, die oben be- 

25 schrieben sind, verwendet wird. Bei einer solchen Bekampfung von Mi- 
kroorganismen kann es sich beispielsweise um ein Desinfektionsverfah- 
ren handeln. Insbesondere im Krankenhaus oder in anderen medizini- 
schen Einrichtungen ist es unbedingt erforderlich, dafi Oberflachen ver- 
schiedenster Art, wie beispielsweise Oberflachen von Operationsbe- 

30 steck oder von Einrichtungsgegenstanden, entkeimt werden, um eine In- 
fektion mit krankheitserregenden Mikroorganismen zu verhindern. Die 
erfindungsgemafcen Substanzen konnen in diesem Zusammenhang 
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sehr vorteilhaft eingesetzt werden, dies geschieht besonders bevorzugt 
in Kombination mit anderen desinfizierenden Mitteln. 

Die Erfindung umfafit ferner einen Mikroorganismus, der dadurch ge- 
5 kennzeichnet ist, daft er mindestens eine Substanz produzieren kann, 
wie sie oben beschrieben ist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
handelt es sich bei dem Mikroorganismus urn ein Bakterium, wobei die- 
ses Bakterium vorzugsweise ein Vertreter der Gattung Verrucosispora 
ist. Besonders bevorzugt ist es, dafc es sich hierbei um den Bakterien- 
10 stamm AB 18-032 (DSM 15899) handelt. Bei dem Bakterienstamm AB 
18-032 handelt es sich um den Stamm, aus welchem die Erfinder die 

• beispielhaft aufgefuhrten Substanzen isolieren konnten. Mutanten dieser 
Mikroorganismen und insbesondere des Stammes AB 18-032 werden 
ebenfalls von der Erfindung umfafit. Die Erfindung umfalit auch andere 
15 Mikroorganismen, die entsprechende Substanzen produzieren. Beson- 
ders bevorzugt sind hierbei Mikroorganismen, die beispielsweise grofie- 
re Mengen der erfindungsgemafien Substanzen produzieren kOnnen. 
Mit diesen Mikroorganismen konnen mit besonderem Vorteil die Mengen 
der erfindungsgemalien Substanzen hergestellt werden, die fur thera- 
20 peutische Einsatze erforderlich sind. 

Schliefilich umfafit die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung minde- 

• stens einer erfindungsgemafien Substanz, wobei hier zunachst ein Mi- 
kroorganismus kultiviert wird, der in der Lage ist, mindestens eine der 
25 beschriebenen Substanzen zu produzieren. Bevorzugterweise wird die 
Substanz von dem Mikroorganismus sekretiert, so dafl in einem nach- 
sten Verfahrensschritt ein Filtrat des Kulturuberstands hergestellt wird, in 
welchem sich die gewQnschte Substanz befindet. Dieses Kulturfiltrat 
oder auch der Kulturuberstand kann direkt verwendet werden, um die 
30 erfindungsgemafien Substanzen entsprechend einzusetzen. Anderer- 
seits konnen die Substanzen auch aus dem Kulturfiltrat oder dem Kul- 
turuberstand isoliert und vorzugsweise mehr oder weniger gereinigt 
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werden, urn so die Substanz in gereinigter Form zur VerfQgung zu ha- 
ben. Dies ist vor allem fQr medizinische Anwendungen vorteilhaft, da fur 
den pharmazeutischen Einsatz moglichst nur gereinigte Substanzen zu 
verwenden sind, um unerwtinschte Wirkungen anderer Stoffe zu ver- 
5 meiden. Weiterhin kann es bevorzugt sein, daft die Substanz nicht se- 
kretiert wird, sondem innerhalb des Mikroorganismus verbleibt. In die- 
sem Fall wird die Substanz durch geeignete, dem Fachrnann bekannte 
Methoden aus den kultivierten Mikroorganismen isoliert. Als Mikroorga- 
nismus wird vorteilhafterweise der Stamm AB 18032 verwendet. Es 

10 kann jedoch auch sehr vorteilhaft sein, einen Mikroorganismus einzuset- 
zen, der beispielsweise hinsichtlich der Menge der zu produzierenden 
Substanz optimiert ist. Eine entsprechende Optimierung kann beispiels- 
weise durch entsprechende Selektion erfolgen. Die Kultivierung des Mi- 
kroorganismus erfolgt vorzugsweise in Gegenwart von einem Medium, 

15 welches mindestens eine Kohlenstoffquelle, Stickstoffquelle und Mine- 
ralsalze enthalt. Die anschliefiende Gewinnung der Substanzen erfolgt 
bevorzugt aus dem Kulturfiltrat, kann jedoch auch direkt aus dem Kul- 
turiiberstand erfolgen. Die Substanzen konnen aus dem Kulturfiltrat Oder 
dem Oberstand beispielsweise durch Losungsmittelextraktion (z. B. 

20 Ethylacetat) isoliert werden. Eine andere MSglichkeit ist beispielsweise 
eine SSulenchromatographie mit einem Polystyrolharz (z. B. Amberlite 
XAD-16). Eine weitere Isolierung oder Reinigung kann durch Auftren- 
nung der verschiedenen Substanzen durch beispielsweise Absorptions- 
und/oder AusschluBchromatographie erfolgen. Durch eine Kristallisation 

25 konnen die Substanzen in reiner Form gewonnen werden. Gegebenen- 
falls konnen die gereinigten Substanzen mit gangigen chemischen Ver- 
fahren weiter umgesetzt werden. Einzelheiten zu diesem Herstellungs- 
verfahren erschliefien sich dem Fachrnann ohne weiteres. 

30 Einzelheiten zu den beschriebenen Merkmalen sowie weitere Merkmale 
der Erfindung ergeben sich aus der folgenden Beschreibung von Bei- 
spielen in Verbindung mit den Figuren und den Unteranspruchen. Hier- 
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bei konnen die einzelnen Merkmale jeweils fur sich oder in Kombination 
miteinander verwirklicht sein. 



5 In den Figuren zeigen: 

Fig. 1 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Stammes AB 18- 
032, 

10 Fig. 2 Sequenz des Gens der 16S rRNA des Stammes AB 18-032 

(SEQ ID No. 1), 




Fig. 3 Position des Stammes AB 18-032 im phylogenetischen Stamm- 
baum der Unterordnung Mikromonosporineae (Stammbaum 
15 nach Saitou, N. & M. Nei (1987), Mol. Biol. Evol. 4: 406-425), 

Fig. 4 Biosyntheseweg der para-Aminobenzoesaure (links) und der 
Foisaure (rechts), 

20 Fig. 5 UV-Spektren der Abyssomicine gemafi den Formeln II, III und 

IV, 




Fig. 6 minimale Hemmkonzentration der Substanz gemafi Formel III 
(Abyssomicin C) gegen die multiresistenten Stamme Staphylo- 
25 coccus aureus N135 und Staphylococcus aureus Mu50, 

Fig. 7 (A) diaxiale Konformation von Chorismat in wafiriger L6sung; (B) 
Konfigurations-Strukturformeln der Substanzen gemafi den For- 
meln II, III und IV. 



30 
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Beispiele 

1. Screening nach Hemmstoffen der Biosvnthese der Chorisminsaure. 
der para-Aminobenzoesaure (pABA) und der aromatischen Aminosau- 
5 ren 



Hemmstoffe der Chorisminsaurebiosynthese und der Biosynthesewege, 
die sich von der Chorisminsaure ableiten, werden sich mit einem soge- 

10 nannten Kreuztest ermittelt, der auf einem modifizierten Agardiffusion- 
stest beruht. Als Testorganismus wird Bacillus subtilis verwendet, der in 
einem chemisch-definierten Agarmedium eingegossen wird. Der eine 
Filterpapierstreifen des Kreuztestansatzes wird mit einem Zellextrakt ge- 
trSnkt, der zweite Filterpapierstreifen mit folgender Variation: (a) Tyr + 

15 Phe + Trp + pABA, (b) Tyr + Phe, (c) Trp und (d) pABA. Nach dem Mu- 
ster der Aufhebung der einzelnen Varianten kann entschieden werden, 
ob es sich um einen Hemmstoff der fruhen Aromjatenbiosynthese han- 
delt (vor der Chorisminsaure) oder um einen Hemmstoff, der nach der 
Chorisminsaure eingreift, und ob es sich hierbei um einen Hemmstoff 

20 der Tyrosin (Tyr)/Phenylalanin (Phe)-Biosynthese, der Tryptophan (Trp)- 
Biosynthese oder der para-Arninobenzoesaure (pABA)-Biosynthese 
handelt. Nur der Extrakt, dessen Hemmwirkung durch (a) und (d) ant- 
agonisiert wird, enthalt einen Antagonisten der pABA, der die pABA- 
Biosynthese nach der Chorisminsaure hemmt. Mit diesem Test wurde 

25 der Stamm AB 18-032 gefunden, der die wirksamen Substanzen produ- 
ziert. 



30 
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2. Produktion der polvzvklischen Makrolactone durch den Bakterien- 
stamm AB 18-032 

Die polyzyklischen Makrolactone werden vom Stamm AB 18-032 wah- 
5 rend der logarithmischen bis hin zur stationaren Wachstumsphase pro- 
duziert. Eine typische Fermentation verlauft folgendermaften: Ein 10- 
Liter-Blattruhrfermenter wird mit 9,5 Liter Komplexmedium (1 % Gluco- 
se, 1 % Starke, 1 % Glycerin, 0,25 % Corn Steep Powder, 0,5 % Pep- 
ton, 0,2 % Hefeextrakt, 0,1 % NaCI, 0,3 % CaC0 3 ; pH 7,3) gefullt. Der 
10 Fermenter wird mit 5 Volumen-% einer 48-stundigen Schiittelkultur (500 
ml Erlenmeyerkolben mit einem seitlichen Einstich, 100 ml Komplexme- 

• dium, 120 Upm, 27 °C) angeimpft. Der Fermenter wird bei 27°C, einer 
Drehzahl von 200 Upm und einer Beluftung von 0,5 vvm 4-5 Tage inku- 
biert. Die polyzyklischen Makrolactone sind mit HPLC-Diodenarrayde- 
15 tektion (HPLC-DAD) und biologischer Testierung im Kulturuberstand 
nachweisbar. 



20 



3. Isolierunq der polvzvklischen Makrolactone 



•A 




Die Fermenterbruhe wird unter Zusatz von 2 % Filterhilfsmittel (Hyphlo- 

■ 

Supercel) in Biomasse und Kulturfiltrat getrennt. Die Biomasse wird ver- 
worfen. Das Kulturfiltrat wird auf pH 4 eingestellt (HCI) und 2 x mit je Vi 
Volumen Ethylacetat extrahiert Die organischen Phasen werden verei- 
25 nigt und am Vakuumrotationsverdampfer bis zum oligen Ruckstand kon- 
zer.triert. Der Slige Ruckstand wird 2 x mit einem kleinen Volumen Petro- 
leumbenzin extrahiert, um Fette zu entfemen. Der Petroleumbenzin- 
Extrakt wird verworfen. 



30 



Der olige Ruckstand wird in wenig Methanol gelOst und an einer Sepha- 
dex LH-20-Saule (100 x 5 cm) in Methanol in die einzelnen Substanz- 
Rohfraktionen aufgetrennt Die Isolierung von reinen polyzyklischen Ma- 
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krolactonen erfolgt durch Niederdruck-Chromatographie ah einer LiCh- 
roprep Diol-Saule (40 x 2,6 cm) uhd einem linearen Gradienten von 
Dichlormethan zu Dichlormethan/Methanol (90+10) in 3 Stunden bei ei- 
nem FluB von 2 ml/min, und einer nachfolgenden AusschlufJ-Chroma- 
5 tographie an einer Fractogel TSK HW 40-Saule (90 x 2,5 cm) in Metha- 
nol bei einem FlufJ von 0,5 ml/min. 

4. HPLC-DAD-Analvtik der polvzvklischen Makrolactone 

10 

Chromatographische Ausstattung: HP 1090 Liquid Chromatograph mit 
integriertem Diodenarray-Detektionssystem und HP Kayak XM 600- 
ChemStation mit HPLC-Software A.08.03 (Agilent Technologies). Die 
Mehrkanaldetektion erfolgte bei 210, 230, 260, 280, 310, 360, 435 und 
15 500 nm, die UV-Vis-Spektren wurden bei 200-600 nm registriert 

Trennparameter: HPLC-Saule gefullt mit Nucleosil-100 C-18 (125 x 4,6 
mm, Vorsaule 20 x 4,6 mm, Korngrofce 5 pm; Macherey & Nagel). Linea- 
re Gradientenelution von 100 % waftriger Phosphorsaure (0,1 % v/v) zu 
20 100 % Acetonitril in 15 min bei einem Flufc von 2 ml/min. Das Injektions- 
volumen betragt 10 pi. Die Retentionszeiten betragen fur Abyssomicin B 
6,7 min, Abyssomicin C 7,35 min, Abyssomicin D 9,0 min. Neben den 
Retentionszeiten werden die Abyssomicine anhand ihrer charakteristi- 
schen UV-Spektren identifiziert (Fig. 5). 

25 

5. Strukturaufklarung 

LC-MS-Experimente: Agilent 1100 HPLC system (Agilent Technologies) 
30 gekoppelt an Bruker Esquire 3000+-Massenspektrometer (Bruker-Dal- 
tonics). 
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ESI-FTICR-MS: Die Massenspektren wurden auf einem APEX li FTICR 
Massenspektrometer (4.7 T; Bruker-Daltonics) aufgenommen. Zur inter- 
nen Kalibrierung wurden PEG 400 verwendet. 

5 1 H/ 13 C-NMR Experimente (1D: 1H, 2D: COSY, TOCSY, HSQC, HMBC) 
wurden auf einem AMX 600 NMR-Spektrometer (Bruker) mit 5 mm Tri- 
pelresonanz-Probenkopf mit Z-Gradienten durchgefuhrt. 

10 6. Phvsiko-Chemische Eigenschaften 

♦ 

• Die isolierten Substanzen zeigten folgende physiko-chemischen Eigen- 
schaften: 

15 Abvssomicin B: 

farblose Substanz, loslich in Methanol und DMSO 
Summenformel: Ci 9 H 2 3N0 7 [377] 

ESI-FTICR-MS: [M+Na] + = 400.13654 Da ([M+Na] + th eor. = 400.13667 Am 
20 = 0.34 ppm; C 19 H 23 N07Na) 

1 H-NMR- / 13 C-NMR-Daten: siehe Tabelle 3 



P 43 326 DE1 - 22 - 

Tabelle 3: 1 H- Und 13 C-NMR chemische Verschiebungen von Abysso- 
micin B ([D 6 ]PMSO, 305 K);.Kopplungskonstanten nicht bestimmt 



) 



~No. 1 H 6 [ppm] 13 C 6 [ppm] 

1 - 1 69.4 

2 - 99.7 

3 - 212.6 

4 3.18 41.9 

5 2.59 (a) 34.8 
2.59 (b) 

6 2.14 43.7 

7 - 197.1 

8 1 .33 (a) 38.5 
1 .77 (b) 

9 - n.b. 

10 2.59 45.8 

11 4.24 68.9 
5.82 (OH) 

12 4.55 84.5 

13 2.55 24.2 

14 2.54 (a) 36.9 
1 .04 (b) 

15 - 78.0 

16 - 184.5 

17 0.99 18.7 

18 0.97 16.6 

19 0.96 20.1 

5 n.b. = nicht bestimmt 



Abvssomicin C 

farblose Substanz, loslich in Methanol und DMSO 
10 Summenformel: C19H24O6 [346] 

ESI-FTICR-MS: [M+Na] + = 369.13079 Da ([M+Na] + th er. = 369.13085 Am 

= 0.20 ppm; Ci 9 H 2 20 6 Na) 

1 H-NMR- / 13 C-NMR-Daten: siehe Tabelle 4 
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Tabelle 4: 1 H- und 13 C-NMR chemische Verschiebungen von Abysso- 
micin C ([D 4 ]MeOD, 298 K) 

No. 1 H 6 [ppm] Kopplungskonstanten [Hz] ia C 6 [ppm] 



1 


- 


— 






173.8 


2 


— 


— 






106.7 


3 


— 


- 






202.8 


4 


3.51 


m 


3 to* ^7 3 3 
J4.18 = 6.7; J4,5a = 11-2; J4,5b = 


2.7 


45.3 


5 


2.01 (a) 


m 


J5a t 5b = 14.1; Jsa,4 = 11-2; Jsa,6 


= 10.1 


42.3 




1 .44 (b) 


m 


2 i h >t h 3 o ™7 3 
J5b,5a = 14.1 J J5b,4 = 2.7; Jsb.6 = 


= 1.6 




6 


2.94 


m 


J6,5a = 10.1; J4,5b = 1-6; J6.19 = 


7.2 


50.3 


7 


- 


- 






208.4 


8 


6.55 


m 


Js,9 = 13.5 




137.1 


9 


5.98 


dd 


3 * 2 

^9,8 = 13.5; J9J0 = 9-5 




137.3 


10 


2.99 


dd 


Jio,9 = 9-5; Jio t ii = 6.1 




51.5 


11 


5.06 


dd 


3 3 ' *^ ^r. 

J1U0 = 6.1; Jn,i2 = 3.3 




76.0 




4.59 (OH) 










12 


4.57 


d 


3 Ji2,n = 3.3; 3 Ji2,i3 = n*b. 




88.9 


13 


2.73 


n.b 


i. 




28:1 


14 


1 .26 (a) 


dd 


2 Jl4a,14b = 12.4; 3 Ji4a.13 = 23.9 




39.6 




2,69 (b) 


dd 


2 Jl4b,14a = 12.4; 3 Ji4b,13 = 2.4 






15 










81.1 


16 










189.8 


17 


1.17 


d 


3 J 17 , 13 =17.0 




21.5 


18 


1.09 


d 


Jl8,4 = 6.7 




19.3 


19 


1.11 


d 


3 Jl9,6 = 7.2 




23.0 



n.b. = nicht bestimmt 
Abyssomicin D: 

farblose Substanz, loslich in Methanol und DMSO 
Summenformel Ci9H 2 40 6 [348] 

ESI-FTICR-MS: [M+Na] + = 371.14663 Da ([M+Na] + lhe or. = 371.14650 Am 

= 0.32 ppm; C 19 H 2 40 6 Na) 

1 H-NMR- / 13 C-NMR-Daten: siehe Tabelle 5 
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Tabelle 5: 1 H- und 13 C-NMR chemische Verschiebungen von Abysso- 
micin D ([D 6 ]DMSO, 305 K) 



No. H 6 [ppm] Kopplungskonstanten [Hz] 13 C 6 [ppm] 



1 

2 
3 



7 



15 
16 



172.9 

98.0 

178.9 



11.04 (OH) - 

4 2.42 m n.b. 39.5 

5 1.59(a) dd 2 J 5a ,5b = 15.0; 3 J 5a . 4 = n.b.; 3 J 5a , 6 = n.b. 32.5 
2.70 (b) dd 2 J 5b .5a = 15.0; 3 J 5M = n.b.; 3 J 5b , 6 = n.b. 

) 6 2.14 m n.b. 47.3 



210.3 



8 3.57 t 3 J 8 , 9a = 8.03; 3 J 8 . 9 b = 9-8 57.8 

9 1.54 (a) dd 3 J 9a ,9b = 12.0; 3 J 9a , 8 = 8.03; 3 J 9b .io = n.d 26.1 
2.00(b) m 3 J 9b . 9a = 12.0; 3 J 9bi10 = 3.5; 3 J 9bi8 = 9.8 

10 2.26 d 3 J 10>9b = 3.5; 3 J 10 .n = n.b.; 3 J 10>9a = n.b. 47.5 

11 4.09 d 3 Jn.i2 = 4.0; 3 J 11<10 = n.d 72.1 
5.53 (OH) - 

12 3.54 d 3 J 1211 =4.0; 3 J 12 , 13 = n.b. 76.0 

13 2.46 m n.b. 23.7 

14 2.29 (a) dd n.b. 31.8 
0.91 (b) dd n.b. 



86.9 
84.5 



) 17 0.93 d 3 J 17 , 13 = 6.8 18.0 

18 1.27 d 3 J 18<4 = 7.4 18.7 

19 1.01 d 3 Ji9. 6 = 7.1 18.3 

n.b. = nicht bestimmt 



7. Antibiotische Aktivitat im Aaardiffusionstest und Wirkspektrum 

Abyssomicin C zeigt im Agardiffusionstest eine antibiotische Wirkung, 
10 die sich vor allem gegen die getesteten Gram-positiven Bakterien richtet. 
Die getesteten Gram-negativen Bakterien und Pilze waren gegeniiber 
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den Abyssomicihen unempfindlich. Das antibiotische Wirkspektrum ist in 
Tabelle 6 dargestellt. 

Tabelle 6: Antibiotische Aktivitat von Abyssomicin C im Agardiffusion- 
stest (10 m' Antibiotikuml5sung pro Filterrondelle; Hemmzonendurch- 
messer in mm) 



Toctnmanicmi to 


ivi tedium 


Abyssomicin C (mg/ml) 


1 


0,3 


/-"V 

0,1 


Arihmhact&r aijr&^r&n^ DfiM 


KM 

rxi vi 


14 


10 




Brevibacillus brevis DSM 30 


KM 


17 


12 


9 


Brevibacillus brevis DSM 30 


MM 


30 


24 


19 


Bacillus subtilis DSM 10 


KM 


16 


12 


10 


Bacillus subtilis DSM 10 


MM 


26 


19 


14 


Micrococcus luteus ATCC 381 


KM 








Mycobacterium phlei DSM 750 


KM 








Staphylococcus aureus DSM 20231 


KM 


19 


11 


9 


Rhodococcus erythropolis DSM 1069 


KM 


27 


18 


15 


Rhodococcus erythropolis DSM 1069 


MM 


30 


28 


21 


Streptomyces viridochromogenes Tu 
57 


KM 


11 


9 





KM, Komplexmedium; MM, chemisch-definiertes Medium 



8. Minimaie Hemmkonzentration 

Die minimaie Hemmkonzentration (MIC) von Abyssomicin C wurde in 
einem Verdunnungsreihentest ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 
dargestellt. Die Testkeime sind in chemisch-defmierten Medium erwar- 
tungsgemali wesentlich empfindlicher gegenGber Abyssomicin C. 



P 43 326 DE1 - 26 - 

Tabelle 7: Minimale Hemmkonzentration (MIC; jjg/ml) von Abyssomicin 
C im Verdunnungsreihentest (2 ml-Reagenzglasmafistab, Schuttelma- 
schine 120 Upm) 



5 



Testorg a n i s m u s 


Medium 


MIC 


Bacillus subtilis DSM 10 


KM 


10 


Bacillus subtilis DSM 10 


MM 


0,1 


Rhodococcus erythropolis DSM 1069 


KM 


10 


Staphylococcus aureus DSM 20231 


KM 


100 



Die Ermittlung der MIC gegenuber klinisch pathogenen Staphylococcus 
aurei/s-Stammen wurden in einem Mikrotiterplattenassay durchgefCihrt 
10 Es wurde die Wirksamkeit von Abyssomicin C gegenuber dem multiresi- 
stenten, einschliefSlich Methicillin-resistenten Stamm S. aureus N315 
sowie gegenuber dem multiresistenten, einschliefilich Vancomycin- 
resistenten Stamm S. aureus Mu50 ermittelt. Die Ergebnisse sind in Fig. 
6 dargestellt 

15 
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Patentanspruche 



1. Substanz, dadurch gekennzeichnet, dali sie ein polyzyklisches 
Makrolacton ist und von einem Vertreter der Bakteriengattung Ver- 
rucosispora herstelJbar ist. 

2. Substanz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali sie 
pharmakologische Wirkung, insbesondere antibiotische Wirkung, 
aufweist. 

3. Substanz nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie antibiotische Wirkung gegenuber Granrirpositiven 
Bakterien aufweist. 

*• 

4. Substanz nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dad der Vertreter der Bakteriengattung Verruco-, 
sispora der Bakterienstamm AB 18-032 (DSM 15899) ist. 

t 

\ » 

5. Substanz, insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 4, durch 
die allgemeine Formel I mit alien moglichen relativen Konfiguratio- 




gekennzeichnet, wobei X : C=0 oder 

C-OH 
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/ OH 

Y : C oder 

\ 

O- 



c=o 



Z : C=N- oder 
CH oder 
CH 2 ist. 



Substanz nach Anspruch 5, durch die Formel II mit alien mogli- 
chen relativen Konfigurationen 




gekennzeichnet. 



Substanz nach Anspruch 5, durch die Formel III mit alien mogli- 
chen relativen Konfigurationen 




OH 

gekennzeichnet. 
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8. Substanz nach Anspruch 5, durch die Formel IV mit alien mcigli- 
chen relativen Konfigurationen 




OH 



gekennzeichnet. 

9. Substanz, insbesondere nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die Synthese der para- 
Aminobenzoesaure hemmt, insbesondere die Synthese der para- 
Aminobenzoesaure aus Chorisminsaure. 

10. Substanz, insbesondere nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi sie ein polyzyklisches Makro- 
lacton ist und als Teilstrukturen mindestens ein Oxabicyclo- 
System und mindestens ein Michael-System als Doppeibindungs- 
system aufweist. 

11. Substanz, dadurch gekennzeichnet, da(i sie ein Derivat eines po- 
lyzyklischen Makrolactons gemafi einem der vorhergehenden An- 
spruche ist. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
dali sie mindestens eine Substanz gemaR einem der vorherge- 
henden Anspruche und mindestens einen pharmazeutisch akzep- 
tablen Tr^ger umfafit. 
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13. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
daft sie mindestens eine Substanz, die die Synthese der para- 
Aminobenzoesaure aus Chorisminsaure hemmt, und mindestens 
einen pharmazeutisch akzeptablen Trager umfaftt. 

14. Verwendung einer Substanz gemaft einem der Anspruche 1 bis 1 1 
zur Behandlung von Infektionskrankheiten, die durch Bakterien 
und/oder Protozoen zumindest mitbeeinfluftt sind. 

15. Verwendung einer Substanz gemaft einem der Anspruche 1 bis 11 
zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Infekti- 
onskrankheiten, die durch Bakterien und/oder Protozoen zumin- 
dest mitbeeinfluftt sind. 

16. Verwendung einer Substanz zur Behandlung von Infektionskrank- 
heiten, die durch Bakterien und/oder Protozoen zumindest mitbe- 
einfluftt sind, dadurch gekennzeichnet, daft die Substanz die Syn- 
these der para-Aminobenzoesaure aus Chorisminsaure hemmt. 

17. Verwendung einer Substanz zur Herstellung eines Medikaments 
zur Behandlung von Infektionskrankheiten, die durch Bakterien 
und/oder Protozoen zumindest mitbeeinfluftt sind, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die Substanz die Synthese der para-Aminoben- 
zoesaure aus Chorisminsaure hemmt. 

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder Anspruch 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft mindestens eine Substanz gemSft einem der 
AnsprQche 1 bis 11 eingesetzt wird. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die Bakterien zumindest teilweise Gram- 
positive Bakterien sind. 
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20. Verwendung naeh einem der Anspruche 14 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Bakterien und/oder Protozoen gegenuber 

herkommlichen Antibiotika resistent, insbesondere multiresistent, 
sind. 

21. Verfahren zur Bekampfung von Mikroorganismen, insbesondere 
von Bakterien und/oder Protozoen, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens eine Substanz gemafi einem der Anspruche 1 bis 1 1 
verwendet wird. 

22. Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, dafi er mindestens 
eine Substanz gemafi einem der Anspruche 1 bis 11 produzieren 
kann. 

23. Mikroorganismus nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
dafi er ein Bakterienstamm der Bakteriengattung Verrucosispora 
oder eine Mutante davon ist. 

24. Mikroorganismus, insbesondere nach Anspruch 22 oder Anspruch 
23, dadurch gekennzeichnet, dafi er der Bakterienstamm AB 18- 

4 

032 (DSM 15899) der Bakteriengattung Verrucosispora oder eine 
Mutante davon ist. 

25. Verfahren zur Herstellung mindestens einer Substanz gemafi ei- 
nem der Anspruche 1 bis 11, umfassend die Verfahrensschritte: 

a) Kultivieren eines Mikroorganismus gemafi einem der Anspru- 
che 22 bis 24, 

b) Gewinnung eines Kulturuberstandes aus der Kultivierung, 

c) gegebenenfalls Herstellen eines Kulturfiltrates und 

d) gegebenenfalls Isolieren einer oder mehrerer Substanzen aus 
dem KulturOberstand und/oder dem Kulturfiltrat. 
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26. Verfahren zur Herstellung mindestens einer Substanz gemSfi ei- 
nem der Anspruche 1 bis 11, umfassend die Verfahrensschritte: 

a) Kultivieren eines Mikroorganismus gemSfi einem der An- 
spruche 22 bis 24, 

b) Isolieren einer oder mehrerer Substanzen aus dem Mikro- 
organismus. 
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Zusammenfassunq 



Es werden neue polyzyklische Makrolactone bereitgestellt, die insbe- 
sondere von einem Vertreter der Bakteriengattung Verrucosispora her- 
stellbar sind. Diese Substanzen zeichnen sich vorzugsweise durch ihre 
pharmakologische Wirkung aus. Insbesondere weisen sie antibiotische 
Wirkung auf. Bevorzugterweise tritt diese antibiotische Wirkung gegen- 
uber Gram-positiven Bakterien ein. 



« 
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SEQUENCE LISTING 

<110> universitat Tubingen 

<120> Polyzyklische Makrolactone 

<130> P 43 326 DEI 

<160> 1 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 1440 

<212> DNA 

<213> verrucosispora spec, stamm AB 18-032 



<400> 1 
caagtcgagc 


ggaaaggccc 


ttcggggtac 


tcgagcggcg 


aacgggtgag 


taacacgtga 


60 


gcaacctgcc 


ctaggctttg 


ggataaccct 


cggaaacggg 


ggctaatacc 


gaatattcac 


120 


tcacgggcgc 


atgtttgtgg 


gtggaaagtt 


tttcggcttg 


ggatgggctc 


gcggcctatc 


180 


agcttgttgg 


tggggtaatg 


gcctaccaag 


gcgacgacgg 


gtagccggcc 


tgagagggcg 


240 


accggccaca 


ctgggactga 


gacacggccc 


agactcctac 

• 


gggaggcagc 


agtggggaat 


300 


attgcacaat 


gggcggaagc 


ctgatgcagc 


gacgccgcgt 


gagggatgac 


ggccttcggg 


360 


ttgtaaacct 


ctttcagcag 


ggacgaagcg 


caagtgacgg 


tacctgcaga 


• 

agaagcgccg 


420 


gccaactacg 


tgccagcagc 


cgcggtaaga 


cgtagggcgc 


gagcgttgtc 


cggatttatt 


480 


gggcgtaaag 


aactcgtagg 


cggcttgtcg 


cgtcgactgt 


gaaaacccgt 


ggctcaactg 


540 


cgggcctgca 


gtcgatacgg 


gcaggctaga 


gttcggtagg 


ggagactgga 


attcctggtg 


600 


tagcggtgaa 


atgcgcagat 


atcaggagga 


acaccggtgg 


cgaaggcggg 


tctctgggcc 


660 


gatactgacg 


ctgaggagcg 


aaagcgtggg 


gagcgaacag 


gattagatac 


cctggtagtc 


720 


cacgctgtaa 


acgttgggcg 


ctaggtgtgg 


ggggcctctc 


cggttctctg 


tgccgcagct 


780 


aacgcattaa 


gcgccccgcc 


tggggagtac 


ggccgcaagg 


ctaaaactca 


aaggaattga 


840 


cgggggcccg 


cacaaacggc 


ggagcatgcg 


gattaattcg 


atgcaacgcg 


aagaacctta 


900 


cctgggtttg 


acatcgccgg 


aaatcctgca 


gagatgtggg 


gtccttcggg 


gccggtgaca 


960 


ggtggtgcat 


ggctgtcgtc 


agctcgtgtc 


gtgagatgtt 
Seite 1 


gggttaagtc 


ccgcaacgag 


1020 



* 
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cgcaaccctc gtcccatgtt gccagcaatt cggttgggga ctcatgggag actgccgggg 1080 

tcaactcgga ggaaggtggg gatgacgtca agtcatcatg ccccttatgt ccagggcttc 1140 

acgcatgcta caatggccgg tacaatgggc tgcgataccg tgaggtggag cgaatcccaa 1200 

- aaagccggtc tcagttcgga tcggggtctg caactcgacc ccgtgaagtc ggagtcgcta 1260 

gtaatcgcag atcagcaacg ctgcggtgaa tacgttcccg ggccttgtac acaccgcccg 1320 

tcacgtcacg aaagtcggca acacccgaag ccggtggccc aacccttgtg gagggagccg 1380 

tcgaaggtgg ggctggcgat tgggacgaag tcgtaacaag gtagccgtac cggaaggtgc 1440 
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CAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAG 
TAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCTCGGAAACGGG 
GGCTAATACCGA-ATATTCACTCACGGGCGCATGTTTGTGGGTGGAAAGTT 
TTTCGGCTTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATG 
GCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA 
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT 
ATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAC 
GGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGG 
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGA 
CGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAACTCGTAGG 
CGGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAAACCCGTGGCTCAACTGCGGGCCTGCA 
GTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTG 
TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGG 
TCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG 
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGGTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGG 
GGGGCCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCC 
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG 
CACAAACGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA 
CCTGGGTTTGACATCGCCGGAAATCCTGCAGAGATGTGGGGTCCTTCGGG 
GCCGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCCATGTTGCCAGCAATT 
CGGTTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGG 
GATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTA 
CAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAA 
AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTC 
GGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCG 
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAG 
CCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGAT 
TGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGC 
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0.02 substitutions/sice 
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,op I* Stamm AB-18-032 

L Verrucosispora gifliornensis 

99-— Catenuloplanes japonicus 

Catenuloplanes crispus 
. — lOQ | — Catellatospora citrea subsp. methionotrophica 
99 r — Catellatospora citrea subsp. citrea 

— J ' ' — " Catellatospora tsunoense 

' ~" Catellatospora koreensis 

r Micromonospora inositola 
63\ — Micromonospora echinospora 
99 ] If ' Micromonospora rosaria 

— j Micromonospora chersinia 

Micromonospora coerulea 

~~ Asanoa ferruginea 

— — Spirilfic ' 

9S f" 
61 



90 



Spirilf planes yamanashiensis 
" Actinoplanes deccanensis 
— Actinoplanes missouriensis 
Actinoplanes digitatis 
Actinoplanes consettensis 

L9£j Virgisporangium ochraceum 

Virgisporangium aurantiacum 



[ 



83 



ioo r 



Dactylosporangium matsuzakiense 
Dactylosporangium aurantiacum 



\95r— Dactylosporangium thailandense 
Dactylosporangium roseum 



100 



{ 



Pilimelia terevasa 
Pilimelia anulata 



Tia. 3 



P 43 326 DE A 



5/7 



O 

o 

5 




Q 



• • 

o 

CO 





> 

* 



P 43 326 DE 4 



6/7 




I . 



X 



J 



P 43 326 DE-i 



7/7 



® 




COOH 



\ 




